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摘要 : 为 阐明 F-J 4 FATE DUAE Gampsocleis gratiosa Brunner von Wattenwyl 精子 形成 过 程 中 的 动态 变化 , 本 研 
究 利 用 微分 干涉 相 衬 技术 和 人 免疫 灾 光 技术 首次 对 优雅 曙 委 精 子 形成 过 程 中 的 FF- 肌 动 重 白 进行 了 细胞 定位 , 利用 
透射 电镜 技术 从 超 微 水 平 观 察 了 优雅 量 重 精子 顶 体 复合 体 的 结构 。 结 果 显 示 : 精子 形成 早期 , F- 肌 动 蛋 白 富 集 于 
亚 顶 体 区 域 , 形态 由 “球状 ”转变 为 “棱锥 状 ”; 精子 形成 中 期 , F- 肌 动 蛋 白 呈 “ 倒 Y 型 ”分布 于 亚 顶 体 区 域 和 细胞 
核 前 端 两 侧 ; 精子 形成 后 期 , 亚 顶 体 区 域 的 F- 肌 动 蛋 白 解 聚 消失 , F- 肌 动 蛋 白 呈 “箭头 状 ”, 仅 分 布 于 顶 体 复合 体 
扩张 的 两 辟 中 。F- 肌 动 蛋白 动态 变化 伴随 着 细胞 核 和 精子 头 部 的 形态 改变 ,，F- 肌 动 蛋 白 的 动态 装配 在 精子 顶 体 复 
合体 形态 构建 和 细胞 核 的 形变 中 起 着 重要 的 作用 。 本 人 研究 还 发 现 未 成 熟 的 精子 尾部 有 一 些 定 含 F 肌 动 蛋 白 的 细 
胞 质 微 滴 , 与 精子 形成 过 程 中 多 余 细胞 质 和 细胞 器 的 外 排 有 关 。F- 肌 动 蛋 白 的 动态 变化 研究 为 进一步 阐明 细胞 骨 
染 和 蛋白 在 昆虫 精子 形成 过 程 中 的 功能 和 作用 机 制 葛 定 了 基础 。 
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Dynamics of F-actin during spermiogenesis in Gampsocleis gratiosa 


( Orthoptera: Tettigoniidae ) 

ZHOU Na! , CHANG Yan-Lin"* , WANG Li! (1. College of Life Sciences, Hebei University, Baoding, 
Hebei 071002, China; 2. Institute of Biophysics, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, 
China) 

Abstract: In order to understand the dynamics of F-actin during spermiogenesis in Gampsocleis gratiosa 
Brunner von Wattenwyl, we demonstrated the cellular localization of F-actin during spermiogenesis using 
differential interference contrast microscopy and immunofluorescence microscopy, and observed the 
ultrastructure of the acrosomal complex using transmission electron microscopy. The results show that F- 
actin is detected in the subacrosomal space at the early spermatid stage, with shape from globular to rod- 
cone-like. At the middle spermatid stage, F-actin is detected in the subacrosomal space and two sides of 
the nuclear forepart, and looks like an inverted Y. At the late spermatid stage, F-actin looks like an 
arrow only in the extension wings of the acrosomal complex. F-actin was depolymerized and disappeared, 
only being located at subacrosomal region at the middle spermatid stage. The results suggest that the 
dynamics of F-actin is associated with the shape of spermatid nucleus and sperm head, and the acrosomal 
architecture and nuclear morphogenesis are supported by a dynamic F-actin skeleton during 
spermiogenesis. In addition, we discovered some cytoplasm droplets in the tail of immature sperm. 
Immunocytochemical and ultrastructural analysis indicated that these cytoplasm droplets contain abundant 
F-actin. The F-actin of cytoplasm droplets can be involved in expelling redundant cytoplasm and 
organelles during spermiogenesis. This study on the dynamics of F-actin provides the foundation to clarify 
the function and mechanism of cytoskeletal proteins during insect spermiogenesis. 
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精子 形成 (spermiogenesis ) 是 指 减 数 分 裂 形成 ”的 形态 和 结构 变化 ,最 终 分 化 成 有 活力 精子 
的 精子 细胞 ( spermatid ) 在 精 业 小 管 基部 经 过 一 系列 — (spermatozoa) 的 过 程 。 精 子 形成 过 程 涉及 到 众多 生 
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理 变 化 和 结构 重组 (Chapman，1998; Klowden, 
2007) 。 精 子 细胞 的 逐步 分 化 过 程 以 及 成 谎 精 子 重 
要 生理 功能 的 获得 , 在 很 大 程度 上 依赖 于 细胞 骨 染 
的 动态 变化 (Spungin et al., 1995; Howes et al., 
2001; Lie et al., 2010) 。 

F-HJL2 S Ej (F-actin ) Bl £T 2E JR JL 25 2 Ej 
(fibrous actin) , tH, SC AJ f ZZ ( microfilament, MF) 
或 肌 动 重 日 丝 (actin flament) , 是 真 核 细胞 中 普遍 
存在 的 一 种 细胞 骨架 ,在 进化 上 具有 高 度 的 保守 
性 。 鬼 笔 环 肽 (phalloidin ) M il EE RS Æ Amanita 
phalloidies 中 提取 的 环 肽 , 可 以 与 F- 肌 动 和 集 日 特异 
性 结合 。 罗 丹 明 ( rhodamine ) 标记 的 鬼 笔 环 肽 是 最 
沼 用 的 检测 细胞 内 F-H E EA AT dl BJ 9e2G TR FT 
(Karp, 2010) 。 

在 体 细 胞 中 , LSU SR ALF BERE SN B) 288 RR 
运动 有 关 (Ayscough and Winder, 2004) ,但 生殖 细 
胞 中 肌 动 重 日 的 研究 较 少 (Xiao and Yang, 2007) 。 
疹 椎 动物 中 , 蜥 蝎 Tropidurus itambere 精子 顶 体 复合 
体 的 项 体 和 亚 顶 体 区 域 宣 含 肌 动 蛋白 (Ferreira et 
al., 2006) ,哺乳 类 动物 精子 的 头 部 、 须 部 以 及 尾部 
都 含有 肌 动 蛋白 (Clarke et al., 1982; Aumüller and 
Seitz, 1988; Liu et al., 1999) , WERE Hh, ig 
由 Mytilus, RIRKA Thyone、 绿 海胆 Strongylocentrotus 
droenachiensis 精子 形成 过 程 中 肌 动 蛋白 的 作用 也 已 
有 报道 ( Tilney and Inoué, 1982; Tilney et al., 1987; 
Marks et al., 2008) 。 肌 动 重 日 在 昆虫 精子 形成 中 的 
作用 研究 报道 很 少 , IRR Drosophila 精子 形成 过 程 
中 ,成熟 精 子 尖 部 通过 F- 肌 动 重 白 相互 类 附 形成 紧 
密 的 精子 束 ， 以 此 调控 成 熟 精子 回 储 精 赛 的 释放 
(Noguchi and Miller, 2003; Noguchi et al., 2006, 
2008; Desai et al., 2009) , ZÆ Bombyx mori 精子 
形成 过 程 中 ,精子 束 的 “蠕动 挤 压 ( peristaltic 
squeezing)” id FE fF B& Æ HL 2] E El H3 25 x 2E 1o 
(Sahara and Kawamura, 2004), HWH HERF, pq 
班 牙 学 者 曾 对 1 P Platycle albopunctata 精子 顶 
体 复合 体 的 结构 与 细胞 骨架 作 了 研究， 发现 顶 体 复 
合体 的 波状 结构 中 分 布 有 肌 动 蛋白 和 微 管 重 白 , M 
体 被 1 层 明 显 的 细胞 外 物质 履 盖 (Cuerra and 
Esponda, ，1999 ) 。 

fu 4E Uu xx Gampsocleis gratiosa Brunner von 
Wattenwyl, APRII, 其 精子 结构 复杂 , 顶 体 复合 
体 体 积 大 , 包含 1 个 顶端 宫 泡 和 2 个 大 的 翼状 扩张 
结构 ,形状 似 箭 头 ( 王 莉 等 ,2010; din, 
2011) ,是 研究 昆虫 精子 形成 过 程 的 理想 材料 。 本 


研究 利用 微分 干涉 相 桂 技术 、 免 疫 严 光 技术 以 及 透 
射电 镜 技 术 , 对 优雅 曙 荔 精子 形成 过 程 中 的 上 了- 肌 动 
SREqIETI Y AEM, AE RH E AR ZR ELTE ILI 
JJÉ SL EIP BUSES BRA, WEERA RAR 
重 日 在 昆虫 精子 形成 过 程 中 的 作用 机 制 莫 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 与 试剂 
1.1.1 AE: 人 研究 所 用 的 优雅 曙 镶 C. gratiosa 活 
虫 于 2011 年 6 HPA -9 月 中 旬 采 目 河 北 省 顺 平 
县 野外 生境 。 野 外 采集 的 活 虫 , 市 回 室 内 单 党 单 头 
BFAR, 选取 发 育 良好 的 雄性 成 虫 解剖 。 
1.1.2 试剂 : SREP, HE-L- Z4 EE ERE. 
DAPI(4' ,6- - PKIE-2- 3EM E). RAE RHK-S FH 
HH ( phalloidin-tetramethylrhodamine B isothiocyanate ) 
均 购 买 于 Sigma 公司 ; Triton X-100., PBS( ERIRE 
冲 液 ); PB (REIMA) X, EE. VUSR ACH. Th 
氧 树脂 Epon812. MNA ( HH 2& P 1X HH 2E pu eL 2e HB 
BERE). DDSA(-T- — be3ESS3HWRBT) , DMP-30(2, 4, 
6- 三 (二 甲 氮 基 甲 基 ) 共 酚 ]」 ERA IRR E 
翅 目 昆虫 生理 盐水 (NaCl 6.8 g, MgCl, . 6H,0 0.2 g, 
CaCl, 0.2 g, KCl 0.2 g, NaHCO, 0.15 g, 448 7.7 g, 
H,O 1 000 mL), 
1.2. 免疫 菊 光 制 片 与 观察 

活体 解剖 发 育 良好 的 雄性 成 虫 (15 头 ) ， 迅 速 
TARRI ETRA HEW H EREMI EP 
管 中 , MERRIE, 低速 短 时 离心 去 除 较 大 组 
织 块 , HC E38, 1 600 r/min 再 次 离心 收集 细胞 沉 
VE; 将 收集 的 细胞 转移 至 新 鲜 的 4% 多 聚 甲 醛 溶液 
中 , 4 固定 1 h, PBS Ri 3 次 ; 通过 镜 检 调节 细 
胞 悬浮 液 浓度 , 吸取 少量 浓度 适中 的 细胞 悬浮 液 涂 
抹 在 已 用 0. 1% 的 多 聚 赖 氨 酸 处 理 过 的 载 玻 片上 ， 
目 然 干 燥 约 10 min; 在 材料 处 滴 加 1% 的 TritonX- 
100, 将 载 玻 片 置 于 湿 盒 中 ,室温 处 理 45 min, PBS 
漂洗 3 次 ; 滴 加 0.01 pmolL 的 鬼 笔 环 肽 -罗丹 明 ， 
湿 盒 中 室温 孵育 45 min, PBS 漂洗 3 次 ; 滴 加 
0.001% 的 DAPI, WA H 4C 避 光 孵育 30 min, PBS 
漂洗 3 次 ; 甘油 -PBS 封 帮 , 在 Olympus BX51 显 微 
镜 下 , 利用 DIC 诺 马 斯 基 微 分 干涉 与 灾 光 分 别 观 
察 、 分 别 拍照 , 拍照 后 的 图 像 用 Adobe Photoshop 
CS3 ÆJI. XTR PBS 分 别 代替 鬼 笔 环 肽 - 罗 
明 、DAPI 进行 旷 育 。 以 上 实验 共 重 复 15 次 。 
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1.3 ”透射 电镜 制 片 与 观察 

活体 解放 发育 良好 的 雄性 成 虫 5 头 ， 取 出 精 
梨 ,迅速 切割 成 1 mm 的 小 块 , 置 于 2.5% 的 成 二 
RAWH, 4C 固定 1 h, PB 漂洗 3 次 , 转 至 四 氧化 
狐 溶 液 中 , 4 固定 2 h, PB 漂洗 3 次 ; 酒精 梯度 脱 
水 后 ,， 转 至 环 氧 树脂 Epon812 FAH, 

Reichert-Jung 超 薄 切片 机 切片 ， 厚 度 约 为 70 
nm, 捞 在 200 2X 300 目的 铜 网 上 , 使 用 酷 酸 铀 和 柠 
檬 酸 铅 进行 双重 染色 , 利用 JEM-100SX 透射 电子 显 
微 镜 观 察 并 拍照 。 


2 AR 


2.1 精子 形成 过 程 中 F- 肌 动 蛋白 在 精子 头 部 的 荧 
光 定 位 

顶 体 复合 体 的 形成 和 细胞 核 的 形变 是 精子 形成 
过 程 中 的 2 个 主要 事件 ,综合 微分 干涉 观察 结果 和 
菊 光 定位 结果 , 依据 精子 头 部 整体 特征 、 细 胞 核 以 
及 顶 体 复合 体形 态 将 优雅 曙 每 精子 形成 过 程 分 为 3 
个 时 期 : 山 精子 形成 早期 (图 1) ; 包 精 子 形成 中 期 


DAPI 











(图 2) ; @ 精 子 形成 后 期 (图 3)。 

精子 形成 早期 阶段 ,精子 头 部 整体 为 椭圆 形 或 
长 椭圆 形 , 细胞 核 的 形状 与 精子 头 部 外 形 一 致 (图 
1: A, B, E, F, I, J); 项 体 复合 体 两 辟 的 骨架 已 经 
出 现 ( 图 1: A, 下 ,IT) , F- 肌 动 蛋 白 主要 分 布 在 细胞 
核 前 端 , 呈 “ 球 状 ” (图 1.: C, D, G, H)。 随 着 细胞 
核 的 延伸 变形 , F- 肌 动 蛋 白 的 表达 量 增 加 ,日 逐渐 
呈 “ 棒 锥 状 ” (图 1: K, L)。 在 这 个 阶段 , 顶 体 复 合 
体 两 经 的 骨架 部 位 没有 F- 肌 动 重 白 的 分 布 (图 1: 
A,D,E,H,I, L), 

精子 形成 中 期 阶段 ， 精 子 头 部 整体 为 权 形 (图 
2: A, E, I), MIEI NEREA CE 2: B, F, J); 
项 体 复 合体 两 经 的 骨架 明显 可 见 ( 图 2: A, E, D, 
F- 肌 动 和 蛋白 呈 “ 倒 Y 型 ”分布 在 细胞 核 前 端 和 前 端 
两 侧 ( 图 2: C, D, G, H) 。 伴 随 着 细胞 核 的 进一步 
浓缩 , F- 肌 动 蛋 白 “ 倒 了 型 > 的 “1 表达 量 逐 渐 减 弱 
(图 2: 开 , 工 )。 在 这 个 阶段 ， 顶 体 复 合体 两 辟 的 骨 
架 部 位 有 下 - 肌 动 蛋白 的 分 布 , 但 是 - 肌 动 蛋白 的 分 
布 与 顶 体 复合 体 两 嗓 的 骨架 不 完全 重合 (图 2: A, 
D, E, H, I, L), 


Actin 


图 1 MIERE ERA TIERA Br E F-E A BU EE 


Fig. 1 The localization of F-actin at the early stage of spermiogenesis in male adults of Gampsocleis gratiosa 
A, E, I; 早期 精子 微分 干涉 图 像 DIC image of early spermatids; B, F, J: 早期 精子 细胞 核 ( 蓝 色 ) , DAPI 标记 Nucleus in early spermatids ( blue) , 
DAPI marked; C, G, K: 早期 精子 头 部 F- 肌 动 蛋 白 ( 红 色 )， 鬼 笔 环 肽 -罗丹 明 标 记 The location of F-actin in early spermatid heads (red), 
phalloidin-tetramethylrhodamine B isothiocyanate marked; D, H, L; 分 别 是 B 和 C,F 和 G, J 入 的 闭 加 图 B and C, F and G, and J and K are 
merged, respectively. A - D, E-H, I-L; 同一 视野 中 的 早期 精子 The early spermatids in the same field. A, E 和 1 图 箭头 所 指 为 项 体 复合 体 两 
辟 的 骨架 ,其余 箭 头 所 指 为 了 上 - 肌 动 和 蛋白， 精子 头 部 了- 肌 动 蛋白 呈 球 状 或 棒 锥 状 Arrows in A, E and I indicate cytoskeleton in the acrosomal 


complex wings, while arrows in the rest figures indicate F-actin. F-actin in spermatid head looks globular or rod-cone-like. 标尺 Scale bars 230 um. 
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图 2 MENS S REPE o UTR T 7E UP A E F-LSESR A RS 4 LIE hz 
Fig. 2 The localization of F-actin at the middle stage of spermiogenesis in male adults of Gampsocleis gratiosa 
A, E, I: 中 期 精子 微分 干涉 图 像 DIC image of middle spermatids; B, F, J: 中 期 精子 细胞 核 ( 蓝 色 ) , DAPI 标记 Nucleus in middle spermatids 
(blue), DAPI marked; C, G, K: 中 期 精子 头 部 了- 肌 动 蛋白 (红色 )， 鬼 笔 环 肽 -罗丹 明 标 记 The location of F-actin in middle spermatid heads 
(red) , phalloidin-tetramethylrhodamine B isothiocyanate marked; D, H, L; 4j 3i[J& B fH C, FMG, JAK HÆK] B and C, F and G, and J and K 
are merged, respectively. A-D, E-H, I-L; 同一 视野 中 的 中 期 精子 The middle spermatids in the same field. A, 上 上 和 工 图 箭头 所 指 为 顶 体 复合 


体 两 辟 的 骨架 ,其 余 箭 头 所 指 为 了 肌 动 蛋白 , 精子 头 部 F- 肌 动 重 白 的 变化 呈 “ 倒 Y 型 ”Arrows in A, E and I indicate cytoskeleton in the acrosomal 


complex wings, while arrows in the rest figures indicate F-actin. F-actin in spermatid head looks like an inverted Y. 标尺 Scale bars 230 jum. 





DIC Actin Merge 





图 3 MIENE EEN UTR T TE UR BA Br Ex F-D E E13 28 IRL RE fr 

Fig. 3 The localization of F-actin at the late stage of spermiogenesis in male adults of Gampsocleis gratiosa 
A, E: 后 期 精子 微分 干涉 图 像 DIC image of late spermatids; B, F: 后 期 精子 细胞 核 ( 蓝 色 ) , DAPI 标记 Nucleus in late spermatids (blue), DAPI 
marked; C, G: 后 期 精子 头 部 F- 肌 动 和 蛋白 (红色 )，, 鬼 笔 环 肽 -罗丹 明 标 记 The location of F-actin in late spermatid heads (red), phalloidin- 
tetramethylrhodamine B isothiocyanate marked; D, H; 分 别 是 B 和 C,F 和 G ÆJI B and C, and F and G are merged, respectively. A - D, E- 
H: 同一 视野 中 的 后 期 精子 The late spermatids in the same field. A fl E KARAMA DUA 5 VPE SER A, 其 余 图 中 箭头 所 指 为 F- 肌 动 蛋 
H, ATAI F-H EA ERTA Arrows in A and E indicate cytoskeleton in the acrosomal complex wings, while arrows in the rest figures indicate F- 
actin. F-actin in spermatid head looks like an arrow. 标尺 Scale bars 230 jum. 
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精子 形成 后 期 阶段 ,精子 头 部 整体 为 箭 状 (图 
3: A,E) ,细胞 核 呈 细 棒 权 状 (图 3: B, E) ; MRE 
合体 两 翼 的 骨架 似 箭 状 (图 3: A,E),F- 肌 动 蛋 白 呈 
“第 头 状 ” 分 布 于 顶 体 复 合体 两 踊 上 骨架 部 位 的 结构 
中 (图 3: C,D,G,H)。 在 这 个 阶段 ,F- 肌 动 和 蛋 日 的 
分 布 与 项 体 复合 体 两 嗓 的 骨架 结构 基本 重合 (图 3: 
A,D,E,H), 

综合 以 上 结果 , DUTIES T T DUAE Lr PE B 
过 程 中 ,上 - 肌 动 蛋白 的 变化 经 历 了 4 个 时 期 :(D“ 球 


TR "期 (图 1: D, H); OER BHCES 1: L); 
“ 倒 Y 型 "期 (图 2: D,H,L) ;箭头 状 "期 (图 3: 
D,H), 
2.2 项 体 复合 体 超 微 结构 变化 
优雅 曙 生 早期 精子 被 1 层 不 规则 的 质 膜 包 衷 ， 
精子 头 部 细胞 核 开 始 延 伸 ,， 染色 质 凝 集 程度 较 低 ， 
电子 密度 中 等 。 顶 体 复 合体 已 明显 形成 , 顶 体 以 及 
顶 体 本 体 清晰 可 见 ( 图 4: A ~C); 顶 体 浓厚 致密 ， 
位 于 细胞 核 前 端 包 囊 着 细胞 核 ， 顶 体 本 体 处 可 见 纤 





图 4 UTERE T DUAL I ME BU TERR ES ER 
Fig. 4 Transmission electron micrograph of the formation of acrosomal complex in spermatids of Gampsocleis gratiosa 
A; 早期 精子 头 部 切面 The section of early spermatid head; B; 早期 精子 纵 切 图 Longitudinal-section of early spermatid; C: B 图 的 局 部 放大 Detail 
view of B; F: 中 期 精子 头 部 横 切 图 Cross-section of the mid spermatid head; D, E 后 期 精子 头 部 横 切 图 Cross-section of the late spermatid head. Ac; 
顶 体 Acrosome; a: 致密 物质 Dense materials; EA; 顶 体 外 层 Extra-acrosomal layer; e: MAME i Extracellular coat; MT; f£ Microtubules; N: 
细胞 核 Nucleus; P; 顶 体 本 体 Perforatorium; s: 亚 顶 体 物 质 Subacrosomal materials; v: Mng Apical vesicle. 标尺 Scale bars 21 jum. 
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维 状 的 亚 顶 体 物质 , 同时 顶 体 前 端 , 细胞 质 膜 点 起 
形成 1 个 训 泡 (图 4: B, C)。 随 痢 精子 细胞 的 发 
R, 细胞 核 被 拉 长 , 核 内 染色 质 进一步 凝集 ,电子 
密度 增高 ; 精子 头 部 横 切 可 见 细胞 核 呈 宫 状 ， 外 周 
围绕 有 大 量 的 微 管 ; 顶 体 外 围 包 襄 有 1 层 致密 的 物 
质 , 内 侧 有 分 布 着 大 量 微 管 ; 顶 体 与 质 膜 之 间 有 一 
些 致密 的 纤维 物质 (图 4: 上) 。 成 熟 精子 头 部 横 切 
明显 可 见 顶 体 复 合体 包 囊 着 细胞 核 , 细胞 核 呈 融 状 
或 具 柄 辣椒 状 ， 电 子 密度 高 。 顶 体外 围 包 衷 的 致密 
物质 减少 , 致密 程度 稍 弱 (图 4: D, E), 





图 5 优雅 姻 备 未 成 熟 精子 尾部 细胞 质 微 滴 


2.3 未 成 熟 精子 尾部 的 细胞 质 微 滴 

优雅 曙 惫 精子 成 熟 之 前 ,尾部 鞭毛 上 存在 一 些 
数量 不 等 圆 珠 状 的 结构 , 即 细胞 质 微 滴 ( cytoplasm 
droplets) (图 5: A,B)。 人 免疫 灾 光 标记 结果 表明 , 细 
胞 质 微 滴定 售 大 量 的 F- 肌 动 重 日 (图 5: B,D) F 
时 超 微 结构 显示 ,细胞 质 微 滴 的 横 切 面 比 成 熟 精 子 
鞭毛 横 切面 的 直径 约 大 3 售 , 并 且 内 部 包 庄 着 大 量 
的 细胞 质 、 核 糖 体 以 及 一 些 纤维 状 的 物质 ;线粒体 衍 
生体 和 轴 丝 周围 包围 着 大 量 微 管 (图 5. C)。 











Fig. 5 Cytoplasm droplets in immaturate spermatid tail of Gampsocleis gratiosa 
A, B: 未 成 熟 精 子 微分 干涉 图 像 DIC image of immature spermatid; C: 精子 尾部 细胞 质 微 滴 透 射电 镜 横 切 图 Cross-section of cytoplasm droplet in 
spermatids tail by TEM; D: 免疫 荧光 标记 细胞 核 ( 蓝 色 ) 和 工 - 肌 动 蛋白 (红色 ) HAE Nucleus (blue) marked with DAPI and F-actin (red) 
marked with phalloidin-tetramethylrhodamine B isothiocyanate are fused. B, D; 同一 视野 的 未 成 熟 精子 Immature spermatids in the same field. AX; $ 
2% Axoneme; MD; 线粒体 衍生 体 Mitochondrial derivatives; MT; A$ Microtubules; r; 核糖 体 Ribosome. A, B, D 图 中 箭头 所 示 精 子 尾 部 细胞 质 
微 滴 Arrows indicate cytoplasm droplets in spermatids tail in A, B and D. 标尺 Scale bars; A, B, D 230 um; C =0.3 um. 


3 讨论 


3.1 顶 体 复合 体形 成 过 程 中 F- 肌 动 蛋 白 的 动态 
变化 

让 翅 目 是 昆虫 纲 古 老 的 类 群 之 一 ， 其 精子 发 生 
保持 着 较为 原始 的 状态 。 成 熟 精 子 均 为 有 鞭毛 精 
T, 分 为 涉 部 、 有 贷 部 和 尾部 。 精 子 头 部 顶 体 复合 体 
结构 复杂 , 由 顶 体 外 层 (extra-acrosomal layer)、 顶 
体 本 体 ( acrosome ) 和 顶 体 (perforatorium ) 组 成 
( Baccetti, 1987; 奚 耕 思 等 ,1999 ) 。 有 关 直 翅 目 顶 


体 复合 体 复杂 结构 与 细胞 骨架 的 相关 报道 甚 少 , 可 
能 是 因为 蝗虫 和 蜂 蛇 精子 项 体 复合 体 体积 较 小 , 难 
以 进行 痰 光 定位 观察 。 委 斯 顶 体 复合 体 结构 复杂 ， 
而 且 体 积 大 , 优雅 映 惫 精子 顶 体 复合 体 扩张 的 两 咽 
长 度 约 15 um(Baccetti，1987; FE ELARMUG T8 BH, 
2005; WAIS, 2011), 在 光学 显微镜 下 形变 过 程 
较 易 观察 。 

本 研究 中 , 在 同一 张 载 玻 片 的 材料 上 , fis Hi UR. 
笔 环 肽 -罗丹 明和 DAPI, 依次 标记 精子 细胞 内 的 六 
肌 动 蛋白 和 细胞 核 。DIC 诺 马 斯 基 微 分 干涉 与 荧光 
对 同一 视野 观察 、 拍 照 。 通 过 对 比 两 者 图 像 , 得 到 


4 期 周 娜 等 : 优雅 映 惫 精子 形成 过 程 中 FF- 肌 动 重 白 的 动态 变化 401 


了 显 微 结 构 层 次 的 肌 动 集 日 动态 变化 过 程 。 同 时 结 
合 超 微 结构 , 我 们 发 现 : DUE SCR T DU VS 
形成 过 程 中 , 细胞 核 由 圆 形 一 椭圆 形 一 粗 棱 朴 状 一 
ARREA; 上 - 肌 动 蛋白 由 球状 一 棒 锥 状 一 倒 Y 型 一 
箭头 状 ; 顶 体 复 合体 形态 构建 过 程 中 , F- 肌 动 重 日 
动态 的 闭 配 和 去 装配 伴随 着 细胞 核 的 形变 。 

肌 动 蛋白 在 精子 形成 过 程 中 的 作用 已 有 一 些 报 
道 ( Clarke et al., 1982; Aumüller and Seitz, 1988; 
Liu et al., 1999; Ferreira et al., 2006; Xiao and 
Yang, 2007 ) 。 哺 乳 动物 精子 亚 项 体 区 域 存在 一 个 
富 含 下 - 肌 动 蛋白 和 角 和 蛋白 细 纤 维 的 盘 状 结构 ,， 即 顶 
体 构架 体 (acroplaxome) 。 在 精子 形成 过 程 中 , DUAE 
构架 体 参 与 顶 体 复合 体 的 形成 以 及 头 部 形变 ; 在 精 
子 拉 伸 过 程 中 , 这 些 环 状 结构 将 顶 体 前 缘 和 细胞 核 
被 膜 紧 密 连接 在 一 起 , 保证 精子 形变 过 程 中 顶 体 始 
终 处 于 细胞 核 的 一 端 (Kierszenbaum et al., 2003; 
Kierszenbaum and Tres, 2004) 4. Jo E tH Ti E JN. 
的 早期 和 中 期 , 亚 顶 体 区 域 的 下 - 肌 动 蛋白 清晰 可 
见 , 这 很 有 可 能 与 哺乳 动物 精子 的 项 体 构 架 体 作用 
相似 。 我 们 推测 , F-J E A EN DUAE SIR i T 1 
体 复合 体 中 主要 的 骨架 成 分 , 其 动态 变化 不 仅 在 顶 
体 复 合体 形态 构建 中 起 着 重要 的 作用 , 而且 在 细胞 
核 的 形变 过 程 中 起 到 支架 作用 。 

哺乳 动物 精子 形成 过 程 中 , 精子 细胞 产生 众多 
HL ERIUR ER EE, EENT HAE HAKA 
其 他 非 分 子 马达 有 恒 日 辅助 作用 下 进行 物质 转运 
(Kierszenbaum et al., 2011) 。 优 雅 师 惫 精子 细胞 形 
态 变化 过 程 中 , 初始 定 集 在 亚 顶 体 区 域 的 Ff- 肌 动 重 
A, 通过 一 个 “ 倒 Y 型 "轨迹 慢 慢 转移 至 顶 体 两 叙 ， 
同时 超 微 结构 中 顶 体 周围 的 微 管 也 清晰 可 见 。 我 们 
YN F-H E EUR IUE: SR EI TE DG TEN s T8 T 7E AE 
过 程 也 参与 物质 转运 。 

在 一 些 无 峭 椎 动物 精子 的 亚 顶 体 区 域 , 肌 动 重 
日 纤维 形成 一 个 棒状 结构 ， 即 顶 体 。 受 精 过 程 中 形 
成 项 体 突 ， 当 精子 接触 到 卵 膜 的 时 候 , 发 生 顶 体 反 
应 的 同时 ， 顶 体 突 辐 外 凸 起 给 予 外 援 力量 (Tilney 
and Inoué,1982; Tilney et a1.,1987) ， 最 终 完 成 受精 
WEH DUE SR NOR T V K KI A E h S EB F- 
MaE A RT BEZS ULT 2678 66 2) 27 MI. TUIS DC XS IA 
结构 , 在 受精 过 程 起 外 源 力 的 作用 。 
3.2 ”未 成 熟 精子 尾部 的 细胞 质 微 滴 

精子 形成 包括 精子 细胞 核 的 浓缩 、 头 部 顶 体 复 
合体 、 尾 部 鞭毛 等 结构 的 分 化 和 形成 ， 以 及 细胞 核 
和 轴 丝 周围 微 管 的 消失 、 细 胞 内 多 余 细 胞 质 和 细胞 


WH E F (Chapman, 1998), Big R Wü Drosophila 
melanogaster 精子 个 性 化 (individualization ) 过 程 中 ， 
在 细胞 核 未 端 形成 一 个 富 含 F-E E BAI P PI 2s 
构 (actin cone) ， 随 后 慢 慢 回 尾 部 移动 , 将 多 余 的 细 
胞 质 和 细胞 融 排 挤 出 去 , 形成 一 个 大 的 垃圾 包 最 终 
F- (Noguchi and Miller,2003 ; Noguchi et al.,2006, 
2008), Æ Z E H ud, 3251 30 28 ( Sanara. and 
Kawamura,2004) , BURT ibt. us 
Abr DX Jk, th IE 290 AE Jot I2 K I R e E jid ( Baccetti, 
1987; FE EEGAU4JÓHj, 2005), & Hm Platycle 
albopunctata 精子 尾部 也 同样 存在 细胞 质 微 滴 , EL Eng 
含 大 量 的 肌 动 蛋白 (Guerra and Esponda,1999) , 4H 
未 提 及 其 作用 。 优 雅 映 铝 成 熟 精子 尾部 鞭毛 上 未 见 
细胞 质 微 滴 ( 王 莉 等 ,2010; Wark, 2011), 而 
未 成 玖 精子 尾部 纵 毛 具有 数量 不 等 的 细胞 质 微 滴 。 
结合 超 微 结构 , 我 们 认为 优雅 师 伍 未 成 区 精子 尾部 
细胞 质 微 滴 的 作用 与 精子 形成 过 程 相关 , 且 与 条 蝇 
精子 个 性 化 过 程 中 的 微 丝 锥 作用 相似 , 在 精子 形成 
过 程 中 将 多 余 的 细胞 质 和 细胞 顺 排 挤 出 去 。 
3.3 ”小结 

本 研究 首次 研究 优雅 屿 每 精子 形成 过 程 中 了 
MIREASA. MIER T URRA 
成 过 程 中 , F-HJLSJ S8 EA RBA SMAA TE SP A 
à TMAA T JE ERE P3 IH AZ TJJPASC 
全 重合 。 精 子 形成 早期 ， 顶 体 复合 体 两 辟 的 骨架 已 
经 出 现 , 但 项 体 复合 体 两 经 的 骨架 部 位 没有 观察 到 
F- 肌 动 蛋 白 的 分 布 ; 精子 形成 中 期 , 顶 体 复合 体 两 
轰 的 骨架 部 位 及 肌 动 蛋 白 的 分 布 , 但 与 顶 体 复合 
体 两 波 的 骨架 不 完全 重合 ; 直到 精子 形成 后 期 F- 
肌 动 蛋白 的 分 布 与 顶 体 复合 体 两 踊 的 骨架 才 基 本 重 
合 。 因 此 我 们 推测 , 优雅 映 急 精子 顶 体 复合 体 中 除 
了 FF- 肌 动 重 白 外 ,可 能 还 有 其 他 的 骨架 和 蛋 日 成 分 ， 
在 顶 体 复 合体 形态 构建 中 同样 起 重要 的 作用 , 上 骨架 
重 日 在 精子 形成 过 程 中 的 功能 及 作用 机 制 仍 需 进 一 
步 研 究 。 
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